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ABSTRACT
Triploid plants can be obtained from endosperm tissues through somatic embryogenesis regeneration. This research 
aimed to obtain somatic embryogenesis regeneration technique of tangerine endosperm. There were 3 experiments conducted 
in this research: 1) Embryogenic callus induction of tangerine endosperm. Endosperms isolated from fruits that were harvested 
from mother plants 11-13 weeks after anthesis and cultured on Murashige and Skoog (MS) medium by modified vitamin 
Morel and Wetmore (MW) which treated by 0.1 mg L-1 biotin, 500 mg L-1 malt extract (ME), 500 mg L-1 Casein hydrolisate 
(CH), 500 mg L-1 ME + 0.1 mg L-1 biotin, and 500 mg L-1CH + 0.1 mg L-1 biotin, 2) Maturation and germination of somatic 
embryos conducted by embryogenic callus cultured on MS medium by vitamin MW modified with addition of ABA, glutamine, 
and biotin, and 3) Plantlet elongation conducted on MS medium modified by MW vitamin with addition of GA3 and Kinetin. 
The best induction medium for embryogenic callus was modified MS enriched with 3 mg L-1 BA and 500 L-1 CH or ME, in 
succession 84.0 and 80.0%. The best medium for somatic embryos maturation with normal morphological plantlets (54.8%) 
was modified MS medium without plant growth regulator with higher rate of solidified agent (from 2.5 to 3 g L-1 Phytagel). 
Plantlets elongation was highly (0.9 cm) occurred on modified MS with enriched of 2.5 mg L-1 GA3. 
Keywords: Citrus nobilis (Lour.), endosperm culture, in vitro, Simadu tangerine
ABSTRAK
Tanaman triploid untuk produksi buah tanpa biji dapat dihasilkan dari jaringan endosperma yang diregenerasi secara 
embriogenesis somatik. Penelitian bertujuan untuk memperoleh teknik regenerasi melalui embriogenesis somatik dari jaringan 
endosperma jeruk Siam Simadu. Penelitian dilakukan dalam 3 tahap yaitu  1) Induksi pembentukan kalus embriogenik dari 
jaringan endosperma yang diisolasi dari buah berumur 11-13 minggu setelah antesis pada media Murashige dan Skoog (MS) 
modifikasi vitamin Morel dan Wetmore (MW) dengan perlakuan penambahan biotin, ekstrak malt (ME), kasein hidrolisat 
(CH), ME + biotin, dan CH + biotin, 2) Pendewasaan dan perkecambahan struktur embrio somatik dengan mengkulturkan 
kalus embriogenik pada media MS modifikasi vitamin MW dengan perlakuan penambahan ABA, Glutamin, dan biotin, dan 
3) Pemanjangan planlet dilakukan pada media MS modifikasi vitamin MW dengan penambahan GA3 dan Kinetin. Induksi 
kalus embriogenik terbaik diperoleh dari media MS modifikasi dengan penambahan 3 mg L-1 BA dan 500 mg  L-1 CH atau ME 
berturut-turut 84.0 dan 80.0%. Persentase pendewasaan embrio somatik (ES) dengan morfologi embrio normal terbanyak 
yaitu 54.8% diperoleh dari media MS modifikasi tanpa zat pengatur tumbuh dengan konsentrasi pemadat ditingkatkan dari 
2.5 menjadi 3 g L-1 Phytagel. Pada media yang sama, ES dapat berkecambah secara langsung. Pemanjangan planlet terbaik 
yaitu 0.9 cm, dilakukan pada media MS modifikasi dengan penambahan 2.5 mg L-1 GA3. 
Kata kunci: Citrus nobilis (Lour.), in vitro, jeruk Siam Simadu, kultur endosperma
PENDAHULUAN
 
Embriogenesis somatik adalah proses regenerasi 
tanaman melalui pembentukan struktur seperti embrio yang 
diinduksi dari sel-sel somatik atau gamet (Dodeman et 
al., 1997). Embrio somatik secara fisiologi dan morfologi 
memiliki tahapan perkembangan embrio yang sama dengan 
embrio zigotik (Deo et al., 2010). Dalam pemuliaan 
modern, embriogenesis somatik sangat penting karena dapat 
meregenerasikan satu sel tanaman yang sudah dimanipulasi 
baik dengan transformasi maupun mutasi menjadi tanaman 
lengkap, sehingga sel tanaman tersebut dapat diregenerasikan 
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menjadi tanaman lengkap (Manrique-Trujillo et al., 2013; 
Gray, 2005), dan mengekspresikan perubahannya. Hampir 
seluruh sel kompeten tanaman dapat diinduksi menjadi 
sel embriogenik karena sel tanaman memiliki kemampuan 
totipotensi sel (Mujib et al., 2005). Totipotensi sel adalah 
kemampuan satu sel atau protoplas tanaman sebagai satu 
individu untuk membentuk tanaman atau individu yang 
lengkap (Toonen et al., 1994).
Endosperma merupakan jaringan tanaman yang 
bersifat triploid, karena berasal dari fertilisasi  dua inti 
polar (♀) dan satu sperma (♂) (Berger, 2003). Endosperma 
jeruk siam  bertipe inti bebas (nuclear endosperm), dimana 
endosperma primer hasil fertilisasi ganda melakukan 
pembelahan inti tetapi tidak langsung membentuk dinding 
sel. Selulerisasi sel endosperma berlangsung bertahap 
sehingga perkembangan sel-sel endosperma tidak seragam. 
Keberagaman ini juga terjadi karena endosperma berfungsi 
sebagai nourishing cell dan pelindung kehidupan embrio. 
Pada jeruk Siam Simadu, setelah fertilisasi ganda, sel-sel 
haploid antipodal tidak terdegradasi dan perkembangan 
embrio nuselar yang tidak bersamaan dengan embrio zigotik 
dapat mengkontaminasi jaringan triploid endosperma 
(Kosmiatin, 2013). Metode untuk meregenerasikan satu 
sel triploid menjadi tanaman triploid diperlukan untuk 
menghindarkan terbentuknya regeneran yang miksoploid. 
Tanaman triploid akan menghasilkan buah tanpa biji karena 
ketidakseimbangan perpasangan kromosom saat meiosis 
(Hoshino et al., 2011). 
Keberhasilan embriogenesis somatik yang diinduksi 
dari jaringan endosperma ditentukan oleh berbagai faktor 
(Hoshino et al., 2011). Faktor penentu keberhasilannya 
antara lain tahap perkembangan jaringan endosperma 
dan formulasi media. Pada  jeruk manis (C. sinensis) 
dan mandarin (C. reticulata), kultur endosperma yang 
diisolasi dari buah umur 12 minggu setelah antesis berhasil 
menginduksi pembentukan kalus, tetapi regenerasi tunas 
triploidnya belum dilaporkan (Usman et al., 2008). 
Embriogenesis somatik pada jaringan diploid jeruk Siam 
Simadu sudah dikuasai dengan eksplan embrio nuselar 
pada media dengan penambahan BA dan bahan organik 
(Husni et al., 2010), tetapi embriogenesis dari jaringan 
endosperma triploid jeruk Siam Simadu sampai saat ini 
belum dilaporkan. Secara khusus penelitian ini bertujuan 
untuk mendapatkan formulasi media untuk induksi kalus 
embriogenik, pendewasaan dan perkecambahan serta 
pemanjangan planlet dari jaringan endosperma jeruk Siam 
Simadu.
BAHAN DAN METODE
 
Penelitian dilakukan di Laboratorium Biologi Sel 
dan Jaringan Balai Besar Penelitian dan Pengembangan 
Bioteknologi dan Sumber Daya Genetik Pertanian dan 
Laboratorium Kultur Jaringan, Departemen Agronomi dan 
Hortikultura, Fakultas Pertanian Institut Pertanian Bogor. 
Penelitian dilaksanakan pada bulan Februari sampai Oktober 
2012. 
Bahan tanaman yang digunakan adalah jaringan 
endosperma  dari  buah  jeruk Siam Simadu yang berumur 
11-13 minggu setelah antesis. Jaringan endosperma diisolasi 
dari buah yang sudah disterilisasi permukaannya dengan 
cara direndam dalam alkohol 96% kemudian dilalukan 
pada api Bunsen, proses ini dilakukan 3 kali. Penyiapan 
media kultur dilakukan dengan menambahkan 30 g L-1 
gula pasir, mengatur kemasaman media menjadi 5.8 dan 
memadatkannya dengan 2.5 g L-1 phytagel (Sigma). Media 
disterilisasi  dengan otoklaf pada temperatur 121 oC selama 
15 menit.
Induksi Pembentukan Kalus Embriogenik dari Jaringan 
Endosperma Jeruk Siam Simadu
Jaringan endosperma (berupa jelly) diisolasi dari biji 
di bawah mikroskop untuk memisahkannya dari embrio 
zigotik dan nuselar. Endosperma dikulturkan pada media 
induksi pembentukan kalus (Husni et al., 2010), yaitu media 
dasar MS modifikasi formulasi vitamin media MW (Morel 
dan Wetmore 1951). Media dasar ditambah dengan 3 mg 
L-1 BA, 30 g L-1 gula pasir. Sebagai perlakuan, ditambahkan 
(1) 0.1 mg L-1 biotin, (2) 500 mg L-1 ekstrak malt (ME), (3) 
500 mg L-1 kasein hidrolisat (CH),  (4) 0.1 mg L-1 biotin + 
500 mg L-1 ME,  dan (5) 0.1 mg L-1 biotin +  500 mg L-1 CH. 
Penelitian disusun menggunakan rancangan acak lengkap 
dengan 5 ulangan. Setiap ulangan terdiri atas 5 eksplan 
endosperma.
Kultur endosperma diinkubasi dengan pencahayaan 
rendah dari lampu TL 40 W 220 V (± 600 lux) selama 16 
jam hari-1, suhu 21-25 oC. Pengamatan dilakukan 12 minggu 
setelah penanaman in vitro terhadap persentase pembentukan 
kalus embriogenik yang diamati secara kasat mata terhadap 
struktur kalusnya. 
Pendewasaan dan Perkecambahan  Embriosomatik
Bahan tanaman yang digunakan adalah ± 0.1 g 
kalus embriogenik dari penelitian 1 yang disubkultur pada 
media tanpa zat pengatur tumbuh (ZPT). Formulasi media 
pendewasaan adalah media MS modifikasi vitamin MW 
dengan penambahan 0; 0.5; 1.0; 1.5; 2.0; 2.5 mg L-1 ABA, 
250 mg L-1 glutamin, 7 mg L-1 biotin,  dan 0.5 g L-1 phytagel. 
Biakan diinkubasi pada ruang kultur dengan penyinaran 
lampu  Tl 60 W 220 V (±1,000  lux),  penyinaran 16 jam 
hari-1, suhu 21-25 oC.
Penelitian dirancang dengan rancangan acak lengkap 
dengan 4 ulangan, setiap ulangan terdiri satu populasi sel 
(± 0.1 g). Pengamatan dilakukan terhadap jumlah Embrio 
Somatik (ES) total, globular, pendewasaan ES (bentuk hati, 
torpedo, kotiledon) dan ES berkecambah, serta persentase 
pendewasaan. Persentase pendewasaan dihitung sebagai 
jumlah pendewasaan ES per total ES yang terbentuk 
dikalikan 100% pada populasi sel (biakan) yang sama.      
Pemanjangan Plantlet
Bahan tanaman yang digunakan dalam tahapan 
penelitian ini adalah kecambah somatik (planlet). Planlet 
dipotong bagian akar atau bakal akarnya dan dikulturkan 
pada media pemanjangan  planlet, yaitu media dasar MS 
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modifikasi vitamin MW yang diperkaya dengan 2.5 g L-1 
GA3 dan dikombinasikan dengan kinetin pada konsentrasi 
0;  1;  3 mg L-1. Planlet  tanpa akar dikulturkan  pada media 
pemanjangan dan diinkubasi pada ruang kultur dengan 
penyinaran ± 1,000  lux,  penyinaran  16  jam hari-1,  suhu 
21-25 oC.
Penelitian dirancang dengan  rancangan acak lengkap 
dengan 9 ulangan. Pengamatan dilakukan setelah 6 minggu 
penanaman dalam kultur terhadap jumlah dan tinggi tunas, 
jumlah buku dan daun serta persentase pembentukan ES 
sekunder dan kalus embriogenik. 
Analisa Statistik
Data hasil pengamatan dirata-rata kemudian dihitung 
standar deviasinya. Rerata dianalisis variannya, apabila 
terdapat beda nyata maka dilakukan uji lanjut menggunakan 
Duncan Multiple Range Test (DMRT) pada taraf kepercayaan 
95%. Analisa statistik dilakukan dengan menggunakan soft 
ware SAS 9.1.
HASIL DAN PEMBAHASAN
Induksi Pembentukan Kalus Embriogenik dari Jaringan 
Endosperma Jeruk Siam Simadu
 
Jaringan endosperma yang diisolasi dari buah 11-13 
minggu setelah antesis, sel-selnya sudah mulai membentuk 
dinding sel dan membentuk jaringan endosperma yang 
kompak (Kosmiatin, 2013). Respon endosperma pertama 
kali terlihat melalui perubahan warna eksplan dari bening 
menjadi putih susu pada umur 8 minggu setelah dikulturkan. 
Sel-sel endosperma kemudian membelah yang ditandai 
dengan bertambah besarnya volume eksplan, kemudian 
membentuk kalus. Respon pembentukan kalus embriogenik 
pada umur 12 minggu setelah  kultur ditampilkan pada 
Tabel 1.
Berdasarkan analisis statistik, terdapat perbedaan 
yang nyata dari persentase  pembentukan kalus embriogenik 
terhadap formulasi media yang digunakan (Tabel 1). 
Koefisien keragaman pada rerata persentase pembentukan 
kalus embriogenik yang diinduksi dari jaringan endosperma 
cukup tinggi. Hal ini menunjukkan bahwa keragaman 
dalam eksplan tinggi, karena endosperma merupakan 
jaringan yang mempunyai tahapan perkembangan sel dan 
fungsi sel yang berbeda sehingga setiap sel memberikan 
respon yang berbeda terhadap formulasi media. Perbedaan 
respon juga terjadi karena keberadaan proembrio nuselar 
(diploid) dengan ukuran kurang dari 16 sel dan sel-sel 
haploid antipodal yang ikut terkulturkan dengan jaringan 
endosperma   yang   diisolasi   dari   buah  yang  berumur 
11-13  minggu  setelah  antesis.  Keberadaan  proembrio  dan 
antipodal ini dapat diamati pada preparat kering endosperma 
dengan bantuan mikroskop inverted perbesaran 200x, tetapi 
tidak teramati dengan mikroskop binokular perbesaran 40x 
(Kosmiatin, 2013).
Seluruh formulasi media perlakuan berhasil 
menginisiasi kalus embriogenik (Tabel 1) dengan persentase 
pembetukan kalus embriogenik tertinggi diperoleh dari 
media dengan penambahan 500 mg L-1 CH (84.0%) tetapi 
tidak berbeda nyata dengan penambahan 500 mg L-1 ME 
(80%). Hal ini menunjukkan meskipun ME diekstraksi 
dari tanaman barley sementara CH dari susu, respon yang 
diperlihatkan sama untuk pembentukan kalus embriogenik. 
Ketersediaan bahan organik yang tinggi dalam medium dapat 
meningkatkan akumulasi asam amino sebagai penyusun 
protein, sehingga akumulasi protein juga turut  meningkat. 
Pembentukan protein terutama protein simpanan dalam 
sel dibutuhkan untuk membentuk ES (Deo et al., 2010). 
Penambahan  bahan organik (CH dan ME) pada tanaman 
Dianthus dapat meningkatkan 1.5 kali pembentukan embrio 
somatik (Pareek dan Kothari, 2003). 
Perlakuan pada jambu biji, penambahan bahan organik 
yang dikombinasikan dengan vitamin dapat meningkatkan 
induksi embriogenesis somatik (Rai et al., 2008), tetapi 
pada endosperma jeruk kombinasi perlakuan bahan organik 
(CH atau ME) dan vitamin biotin memberikan hasil yang 
lebih rendah dibandingkan dengan penambahan secara 
tunggal. Hal ini diduga terjadi karena biotin yang berperan 
sebagai kofaktor dalam sintesa protein meningkatkan 
akumulasi protein. Kombinasi biotin dengan bahan organik 
yang ditambahkan secara eksogen akan mengakibatkan 
akumulasi protein yang berlebihan dalam sel sehingga justru 
menghambat proses embriogenesis (Dodeman et al., 1997). 
Hal ini diduga dapat menyebabkan penghambatan ekspresi 
gen lain yang berkenaan dengan embriogenesis somatik.
Formulasi media Persentase pembentukan kalus embriogenik
Biotin 0.1 mg L-1   76.0ab
Ekstrak Malt 500 mg L-1 80.0a
Casein Hidrolisat 500 mg L-1 84.0a
Ekstrak Malt 500 + Biotin 0.1 mg L-1   4.0c
Casein Hidrolisat 500 + Biotin 0.1 mg L-1 56.0b
Tabel 1. Persentase pembentukan kalus embriogenik yang diinduksi dari jaringan endosperma jeruk siam pada media dasar 
MS modifikasi dengan penambahan 3 mg L-1 BA, 12 minggu setelah kultur
Keterangan:  Data disajikan dalam rerata persentase pembentukan kalus; Data ditransformasi = arc sin; Angka rerata yang diikuti dengan 
huruf yang sama tidak berbeda nyata berdasarkan DMRT pada α = 0.05
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Pendewasaan dan Perkecambahan Struktur Embrio 
Somatik
 
Pendewasaan ES merupakan tahapan penting dalam 
keberhasilan embriogenesis somatik. Formulasi media 
sangat menentukan karena apabila tidak sesuai maka sel-
sel yang sudah terdiferensiasi untuk membentuk ES akan 
kembali membentuk sel-sel yang tidak terdiferensiasi atau 
membentuk ES sekunder (Gray, 2005). Pendewasaan ES 
melibatkan perubahan akumulasi ABA (Preeti et al., 2004) 
dan fase desikasi (penurunan kadar air) yang dialami embrio 
untuk dapat mengakumulasi ABA (Marquez-Martin et al., 
2011). Penambahan ABA eksogen dalam medium diperlukan 
dalam pendewasaan ES yang diinduksi dari jaringan diploid 
jeruk Siam Simadu (Husni et al.,  2010). 
Perkembangan ES globular pada kalus mulai terlihat 
setelah kultur berumur 4 minggu setelah disubkultur. Pada 
minggu ke-8, seluruh kalus embriogenik menunjukkan 
kemampuan untuk membentuk ES globular (Gambar 1A) 
dan menunjukkan pendewasaan ES (terbentuk tahap hati, 
torpedo, kotiledon) pada seluruh formulasi media yang 
diuji dengan jumlah yang beragam (Gambar 1B). Hasil 
analisis  statistik, memperlihatkan standar deviasi yang 
tinggi menujukkan adanya keragaman eksplan, meskipun 
sebelumnya kalus sudah diseragamkan dengan cara 
disubkultur pada media tanpa ZPT.  
Rerata jumlah total ES tertinggi diperoleh eksplan 
yang dikulturkan pada media dengan penambahan 500 mg 
L-1 glutamin dan 7 mg L-1 biotin yang mencapai rerata 255.5 
(Gambar 1A) dan berbeda nyata terhadap seluruh formulasi 
media yang lain. Meskipun ES yang dihasilkan banyak, 
tetapi morfologinya abnormal dengan ukuran jauh lebih 
besar dari ES normal (Gambar 2I, J, K). Menurut Dodeman 
et al. (1997) abnormalitas yang terjadi saat pendewasaan 
adalah radial defect yang ditunjukkan dengan terbentuknya 
raspberry (Gambar 2I, J) dan Knollle (Gambar 2K). 
Abnormalitas ES muncul diduga disebabkan oleh akumulasi 
protein simpanan yang berlebih akibat aktivitas biotin sebagai 
kofaktor sintesa protein simpanan dan ketersediaan nitrogen 
(N) organik yang mudah diserap tanaman (Dodeman et al., 
1997). Akumulasi protein simpanan yang berlebih akan 
menghambat akumulasi protein LEA (Late Embryogenesis 
Abundant) yang berperan dalam pendewasaan ES sehingga 
ES menjadi abnormal.
Gambar 1. (A) Pendewasaan embrio somatik yang berhasil diinduksi dari jaringan endosperma. (B) Persentase pendewasaan embrio 
somatik yang berhasil diinduksi dari jaringan endosperma. Data adalah pada 8 minggu setelah dikulturkan pada media MS 
modifikasi dengan penambahan 0; 0.5; 1; 1.5; 2; 2.5 mg L-1 ABA; 250 mg L-1 Glutamin, 7 mg L-1 biotin, 3 g L-1 phytagel, data 
disajikan dalam rerata pembentukan embrio somatik 
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Gambar 2. Embriogenesis somatik yang diinduksi dari jaringan endosperma jeruk siam simadu. (A) Eksplan jaringan endosperma (end) 
dengan embrio zigotik (z) dan nuselar (n), bar = 100 µm. (B) Kalus embriogenik yang diinduksi dari jaringan endosperma. 
(C) Pendewasaan dan perkecambahan embrio somatik pada media MS modifikasi dengan peningkatan konsentrasi bahan 
pemadat. (D) Massa proembriogenik. (E) Globular. (F) Hati. (G) Torpedo. (H) Kotiledon, bar D-H = 1000 µm. (I) Hati 
abnormal. (J) Torpedo abnormal. (K) Kotiledon abnormal, bar I-K = 2000 µm. (L-N) Kecambah somatik (plantlet) normal. 
(O) Plantlet abnormal, bar L-O =1 cm
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Media MS modifikasi tanpa penambahan ZPT 
dengan konsentrasi phytagel yang ditingkatkan menjadi 3 
g L-1 menyebabkan pembentukan ES yang cukup banyak 
(166.3) dan berbeda nyata dengan formulasi media dengan 
penambahan ABA. Media tersebut menyebabkan ES 
yang dihasilkan normal bahkan 14.1% di antaranya dapat 
langsung berkecambah pada media yang sama (Gambar 1 
dan 2D-I). Persentase pendewasaan ES pada media yang 
lebih padat cukup tinggi yaitu 54.8%. Salah satu ciri fase 
pendewasaan pada embrio adalah menurunnya kandungan 
air pada embrio, sehingga media dengan ketersediaan 
air yang rendah dapat meningkatkan pendewasaan ES. 
Media dengan peningkatan konsentrasi gel pemadat akan 
menurunkan potensial matriks media sehingga ketersediaan 
air untuk diserap berkurang dan menyebabkan kandungan 
air dalam ES menjadi rendah. Menurut Marquez-Martin et 
al. (2011) dan Peran-Quesada et al. (2004), pengaturan air 
berpengaruh positif terhadap pendewasaan ES alpukat dan 
sangat efektif dilakukan dengan meningkatkan konsentrasi 
pemadat medium bukan dengan PEG ataupun osmotikum. 
Hal ini juga terjadi pada pendewasaan ES yang diinduksi 
dari jaringan endosperma jeruk Siam Simadu, dimana 
penambahan PEG tidak menginduksi pendewasaan ES 
tetapi kalus embriogenik berkembang menjadi kalus yang 
tidak terdiferensiasi (data tidak ditampilkan).  
Persentase pendewasaan ES tertinggi berasal dari 
eksplan yang dikulturkan dalam media MS modifikasi 
dengan penambahan glutamin, tetapi morfologi ES yang 
dihasilkan abnormal (kotiledon menebal dan lebih dari dua). 
Munculnya abnormalitas morfologi ES yang dihasilkan 
diduga disebabkan oleh akumulasi N organik dalam 
medium akibat penambahan glutamin sehingga terjadi 
peningkatan akumulasi protein terutama protein simpanan 
yang dapat menghambat proses pendewasaan. Hal yang 
sama juga terjadi pada embriogenesis somatik Chesnut 
ketika pendewasaan dilakukan pada media yang ditambah 
dengan N organik (Robichaud et al., 2004). Berbeda dengan 
embriogenesis pada kedelai yang membutuhkan N organik 
dari CH dan asam amino (glutamin dan asparagin) untuk 
meningkatkan pendewasaan ES (Khumaida dan Handayani, 
2010).     
Pendewasaan ES umumnya dilakukan dengan 
menambahkan ABA (Corredoira et al., 2003) karena ABA 
berperan sebagai komponen untuk menahan perkecambahan 
dini, meningkatkan toleransi desikasi sehingga konversi untuk 
perkecambahan tinggi (Robichaud et al., 2004). Hal yang 
berbeda diperoleh dari penelitian ini dimana penambahan 
ABA tidak memberikan hasil pendewasaan ES yang lebih 
baik bahkan menghambat perkecambahannya. Saat akhir 
pendewasaan ES, diduga keberadaaan ABA menghambat 
aktivitas enzim LEA untuk mengakumulasi proteinnya 
sehingga protein simpanan lebih tinggi dan menyebabkan 
terbentuknya ES sekunder. Proses desikasi embrio pada ES 
yang diinduksi dari jaringan endosperma tidak memerlukan 
ABA eksogen tetapi lebih sesuai dilakukan dengan cara 
meningkatkan konsentrasi pemadat medium.  Teknik ini juga 
lebih menguntungkan karena pada penelitian ini, ES dewasa 
dapat langsung berkecambah pada media yang sama. Hal ini 
menguntungkan karena pendewasaan dan perkecambahan 
embrio dapat berlangsung dalam satu tahap pengkulturan.
Pemanjangan Plantlet
 
Pemanjangan planlet pada embriogenesis jeruk siam 
sering menjadi penghambat dalam perkembangannya 
membentuk planlet normal dengan daun, buku dan akar 
yang sempurna. Keberhasilan pemanjangan planlet terbaik 
berasal dari media MS modifikasi dengan 2.5 mg GA3 L
-1 
tanpa penambahan kinetin dan berbeda nyata dengan media 
yang ditambah kinetin untuk semua peubah yang diamati 
(Gambar 3).  Hal ini terjadi karena penambahan GA3 yang 
aktif dalam menginduksi pemanjangan sel, terutama pada 
sel-sel ruas batang, sehingga terjadi pemanjangan tunas. 
Hasil yang sama terjadi pada embriogenesis somatik 
jaringan diploid embrio nuselar jeruk, perkecambahan 
dan pemanjangan tunas dilakukan pada media dengan 
penambahan GA3 (Husni et al., 2010; Kayim dan Koc, 
2006). Penambahan kinetin dalam media secara nyata 
menurunkan semua peubah yang diamati (Gambar 3), 
dan morfologi tunas yang tumbuh tidak normal (Gambar 
2O). Kinetin merupakan sitokinin yang berperan dalam 
pembelahan sel untuk menginisiasi pembentukan tunas 
sehingga ketika dikombinasikan dengan GA tidak diperoleh 
hasil yang baik.  
Embrio Somatik (ES) sekunder mulai muncul di 
bagian pangkal planlet setelah kultur berumur 4 minggu. 
Pada seluruh media pemanjangan yang diuji pembentukan 
ES sekunder tertinggi diperoleh pada media tanpa 
penambahan kinetin yaitu 44.4% (Tabel 2), dan persentase 
pembentukan kalus embriogenik pada pangkal planlet 
cukup tinggi (88.9%), tetapi persentasenya menurun dengan 
meningkatnya konsentrasi kinetin yang ditambahkan. 
Penurunan persentase pembentukan kalus embriogenik 
disebabkan oleh berubahnya kesetimbangan ZPT endogen 
akibat penambahan kinetin eksogen dalam media kultur.
Gambar 3. Jumlah dan tinggi tunas, jumlah buku dan daun planlet 
pada media  MS modifikasi dengan penambahan 2.5 
mg L-1 GA3 dan Kinetin (0; 1; 3 mg L
-1), 6 minggu 
setelah kultur
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Media terbaik untuk induksi kalus embriogenik dari 
jaringan endosperma jeruk Siam Simadu adalah media 
MS modifikasi dengan penambahan 3 mg L-1 BA dan 500 
mg L-1 CH  atau ME. Pendewasaan  dan perkecambahan 
Embrio Somatik terbaik dengan morfologi normal diperoleh 
dari media MS modifikasi tanpa ZPT dengan peningkatan 
konsentrasi  pemadat  medium  (phytagel)  dari 2.5 menjadi 
3 g L-1. Keberhasilan pemanjangan plantlet terbaik dilakukan 
pada media  MS modifikasi dengan penambahan 2.5 mg 
GA3 L
-1. Terbentuk ES sekunder dan kalus embriogenik yang 
terbentuk pada pangkal plantlet pada media pemanjangan.
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